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て垂直に配向した形態を呈し (Buckley et al., 1988)、骨形成促進因子であるプラスタ
グランジン E2を産生するとともに増殖する (Fermer et al., 1998)。また、骨芽細胞
は間質液流れを模した流れにさらされた場合にもプラスタグランジン E2を産生する 
(Reich et al., 1991)。血管内腔面に単層で存在する内皮細胞に関しても多くの力学応
答現象が知られている。内皮細胞は血流に伴うせん断応力や血管の伸縮に伴う繰り返
し伸展に常にさらされており、これらを模した力学環境下では血管収縮物質であるエ
ンドセリンや血管拡張物質である一酸化窒素  (NO) の産生量が変化する 














Fig. 1.1 力学刺激による内皮細胞の形態変化 (白 : アクチンフィラメント, A,C : 
静置培養, B : 流れ負荷 (1.5 Pa, 24時間), D : 繰り返し伸展負荷 (伸展率 20%, 48時
間) (A, B : Galbraith et al., 1998より一部改変; C, D : Shirinsky et al., 1989より一




同士での接着を介して自ら力を発生している (Discher et al., 2005; Mège et al., 
2006)。細胞は焦点接着斑 (FA) と呼ばれるタンパク質複合体を介して細胞外基質 
(ECM) に結合し、細胞間接着結合 (AJ) を介して細胞同士で結合する。これらの接
着タンパク質同士はアクチンフィラメントとよばれる線維状タンパク質 (後述) によ
り互いに結合することが知られており、さらに細胞核とも結合することが近年示唆さ













Fig 1.2 アクチンフィラメントを介した細胞内力学伝達 
 
1.3 細胞核への力学伝達に関わる細胞内構造  
1.3.1 アクチンフィラメント  
細胞はその形態を維持するために、細胞骨格と呼ばれる線維状の構造物を有する。
細胞骨格にはアクチンフィラメント (F-actin)、中間径フィラメント、微小管の 3 種
類の存在が知られている。細胞骨格の中でもアクチンフィラメント (Fig. 1.3 B, C) 
はアクチン分子 (G-actin, Fig 1.3 A) が重合してできる細胞骨格であり、細胞の形態
維持や動的挙動において重要な役割を果たしている。単量体のアクチン分子はアデノ
シン三リン酸 (ATP) とカルシウムイオン (Ca2+) やマグネシウムイオン (Mg2+) な
どの無機イオンを利用して重合し、フィラメントを形成する。アクチンフィラメント



















Fig. 1.3 アクチンフィラメントの構造 (A : アクチン分子, B : アクチンフィラメン
ト, C : アクチンフィラメントの電子顕微鏡写真, Molecular Biology of the Cell 5/eよ
り一部改変) 
 
1.3.2 細胞核  
細胞核 (Fig. 1.4 A) は原核生物を除く細胞に存在する最大の細胞小器官であり、遺
伝情報の保存や伝達といった生命活動において不可欠な役割を担っている。細胞核は
核膜と呼ばれる 2層の脂質二重膜 (Outer Nuclear Membrane; ONM, Inner Nuclear 
Membrane; INM) により細胞質と隔てられており、細胞質から細胞核への物質輸送
は核膜に空いた核膜孔 (Nuclear Pore Complex; NPC) と呼ばれる直径約 10 nmの
孔を介して行われる (Fig. 1.4 B)。細胞核の内部には遺伝情報を保持する役割を持つ
デオキシリボ核酸 (DNA) や、DNA の遺伝情報を複製・伝達する役割を持つリボ核
酸 (RNA) が存在する。DNA鎖は非常に長く、ヒトでは 1細胞当たりおよそ 2 mに
も及ぶといわれる。そのため、DNA はヒストンというタンパク質複合体とともにク















いる (Trojer et al., 2007) 。 
 
 
Fig. 1.4 細胞核の構造 (A : ヒト線維芽細胞細胞核の電子顕微鏡写真, B : 核膜およ
び核膜孔側面の電子顕微鏡写真, Molecular Biology of the Cell 5/eより一部改変) 
 
1.3.3 LINC 複合体  
近年の研究により、細胞核は Linker of  nucleus and cytoskeleton (LINC) 複合体
と呼ばれる分子群を介して細胞骨格と結合することが示唆されている (Fig. 1.5)。






れている。これらの Nesprinに関しては 1.3.4で詳述する。 
Nesprinは細胞核側において核内外膜間 (Perinuclear Space; PNS) でSUN-1/2と
結合し、SUN-1/2はさらに細胞核内で核ラミナを構成する Lamin A/Cに結合するこ
とが知られている。Lamin A/Cは Type 5 中間径フィラメントと呼ばれる中間径フィ
 6 
ラメントの一種であり、細胞核膜を裏打ちすることで細胞核の形状を維持する役割を
もつ。SUN1は細胞核内で Lamin Aと NPCの結合を仲介することが示唆されており 
(Liu et al., 2007)、NPC を介した物質輸送制御にも関与すると考えられる。また
Lamin A/C は MOK2 と呼ばれる転写因子と結合することが報告されており 










内在性膜タンパク質を発見し、Nesprinと名付けた (Zhang et al., 2001)。Nesprin
はスペクトリンリピート構造のロッドドメインを主構造とした直鎖状の分子構造を
もつ。Nesprinにはアミノ酸配列および分子量の異なるアイソフォームが存在し、末
端の結合ドメインが異なることが知られている (Warren et al., 2005; Mellad et al., 
2011; Fig. 1.6)。Nesprin-1/2にはそれぞれに !1/2、"1/2、#、giantとよばれる複数
のアイソフォームが存在し、Nesprin-3 には ! および ! アイソフォームが存在する
ことが知られている。また、上皮細胞のみに発現することが報告されているNesprin-4
にはアイソフォームの存在が確認されていない。 
Nesprinは C末端に Klarsicht/ANC-1/Syne homology (KASH) ドメインと呼ばれ
る膜貫通ドメインを有し、PNS において SUN1/2 と結合する。一方、N 末端はアイ
 7 
ソフォームにより構造が異なる。N末端に Calponin homology (CH) ドメインと呼ば
れるアクチンフィラメントとの結合ドメインを有するのは Nesprin-1 giant 
(ENAPTIN, 1.01 MDa) および Nesprin-2 giant (NUANCE, 796 kDa) と呼ばれる
巨大分子量アイソフォームのみであり (Padmakumar et al., 2004; Zhen et al., 
2002)、その他のアイソフォームには CH ドメインが存在しない。また、Nesprin-3
には CHドメインが存在せず、N末端でプレクチンと結合することが報告されている 
(Whilhelmsen et al., 2005; Ketema et al., 2007)。同様に、Nesprin-4には CHドメ




Nesprin-1/2および Nesprin-3が存在することが報告されている (Chancellor et al., 
2010, Morgan et al., 2011)。 
 
  








的に変形することが報告されている (Maniotis et al., 1997; Fig. 1.7 A)。また、平滑




れている (Caille et al., 1998; Fig. 1.7 B)。一方、原子間力顕微鏡 (AFM) を用いた内
皮細胞への押し込み試験 (Mathur et al., 2000) や、単離細胞核の平板圧縮試験に基








Fig. 1.7 細胞表面への力の負荷に伴う細胞核の変形 (A : マイクロニードル法 
(Maniotis et al., 1997); B : 基質伸展 (Caille et al., 1998)) 
 
1.4.2 LINC 複合体と疾患との関連  
LINC複合体を構成する分子群は様々な疾患と関連することが報告されている。特
に、Lamin A/C の異常は多くの疾患を引き起こすことが報告されている。例えば、
Lamin A/C をコードする遺伝子である LMNA の変異はエメリードライフス型筋ジ
 9 
ストロフィー (Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy; EDMD) を引き起こすことが
報告されている (Bonne et al., 1999; Raffaele Di Barletta et al., 2000)。EDMDは心
臓障害を伴い関節拘縮と筋衰弱が進行する遺伝性疾患であり、治療法の確立していな
い難病の一種である。また、LMNA の変異はハッチンソンギルフォードプロジェリ
ア症候群 (Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome; HGPS) を引き起こすことも報













されている (Zhang et al., 2007)。また、SYNE1の変異は小脳性運動失調症および関







1.4.3 LINC 複合体と細胞の機能・形態との関連  
疾患との関連に加え、LINC複合体は細胞の機能や形態の制御にも関わることが報
告されている。LMNA ノックアウト (KO) マウスの線維芽細胞では、伸展刺激に応
答して発現する遺伝子 Iex-1および Egr-1の発現量が低下することが報告されている 
(Lammerding et al., 2004)。同報ではフローサイトメトリーを用いて、伸展刺激負荷
後の LMNA 欠損細胞ではアポトーシスおよびネクローシスが増加することも報告し
ている。また、LMNA を欠損した細胞の細胞核は正常な細胞における楕円形状に比
べて局所的な湾曲の多い異常形状を呈することが報告されている (Lammerding et 
al., 2006)。さらに、short hairpin RNA (shRNA) を用いた RNA干渉 (RNAi) によ
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り Lamin A/C の発現を抑制した細胞では、ピペット吸引法で求めた細胞核のクリー
プコンプライアンスが上昇することが報告されている (Pajerowski et al., 2007)。 
Lamin A/C は細胞核の構造を維持する役割をもつため、上記のような Lamin A/C 
の欠損や抑制は細胞核自体の力学的・機能的性質を変化させたと考えられる。一方、
細胞核の外部に存在し細胞核に結合する Nesprin も細胞の機能や形態に関係するこ
とが報告されている。例えば、Nesprin-1の発現を small interfering RNA (siRNA) を
用いた RNAiで抑制した内皮細胞では遊走速度が減少し、繰り返し伸展負荷による形




る中心体 (Microtubule Organizing Center; MTOC) の位置がランダムになり、細胞






1.4.4 細胞核への力学伝達による遺伝子発現調節の可能性  
LINC複合体の存在が明らかにされる以前から、細胞核への力学伝達は遺伝子発現
に関与するのではないかと考えられていた (Janmey, 1998)。その後、LINC 複合体
の変異・欠損がさまざまな疾患や細胞の機能・形態の異常を引き起こすことが報告さ
れ、さらに LINC複合体が細胞骨格と結合することが示唆されてきた。このような細
胞核－細胞骨格結合および LINC 複合体に関する研究の進展に伴い、Wang らは次の
ような仮説を提唱した。すなわち、LINC複合体を介した細胞核への力学伝達が転写
因子－DNA 結合や細胞核－細胞質間の物質輸送を制御し、遺伝子発現を調節するとい









Fig. 1.8 細胞核への力学伝達により生じうる現象 (A : クロマチンの構造変化によ
る DNAと転写因子との結合, B : 核基質のゆがみによる転写因子の活性化 C : 核膜
孔の開口による物質輸送, D : DNA の融解による転写因子との結合, Wang et al., 
2009より一部改変) 
 






















る。LINC 複合体の中でアクチンフィラメントと結合する Nesprin-1 の発現抑制は、
繰り返し進展刺激負荷時の内皮細胞の配向抑制や遊走速度の減少を引き起こすこと










本研究ではヒト臍帯静脈内皮細胞 (Invitrogen) を用いた。実験には継代数 4~6の
細胞を使用した。培養には 20% (v/v) ウシ胎仔血清 (FBS)、抗生物質 (100 units/ml 
Penicillin, 100 µg/ml Streptomysin, Invitrogen) およびヒト塩基性線維芽細胞増殖
因子 (Austral Biologicals) を含む Medium 199 (M199, Invitrogen) を用いた。
M199増殖培地の作製手順は以下の通りである。まずM199粉末を 950 mlの超純水
に溶解し、2.2 gの炭酸水素ナトリウム (和光純薬工業) を加えた。この溶液に 1 ml
の抗生物質と 10 µgのヒト塩基性線維芽細胞増殖因子を加え、1規定塩酸 (和光純薬
工業) で pH 7.4に調整後、超純水で 1 Lにメスアップしてから約 30分間撹拌した。
濾過滅菌フィルタ (Millipore) を用いてクリーンベンチ内で培地を滅菌済みの広口
瓶に分注後、56℃で約 2時間非働化した FBSを 200 ml加えM199増殖培地とした。 
細胞の解凍・培養・継代方法を以下に示す。液体窒素中に保存した細胞のバイアル 
(1ml) を 37 ℃で急速解凍後、14 mlの培地に懸濁して T75フラスコ (Sumilon) に播
種し、37 ℃、5% CO2 + 95% Airに設定し加湿したインキュベータ内で 3~4日間培養
した。細胞が 80!90% コンフルエントな状態まで増殖したことを位相差顕微鏡 (CK2，
Olympus) で確認後、リン酸緩衝生理食塩水 (PBS(-), ニッスイファーマ)で 1回洗浄
してから 0.05%トリプシン-EDTA (Invitrogen) で細胞を剥離させ、1000 rpmで 5分
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間遠心分離した。その後、細胞を新たな培地で適宜希釈してφ35ディッシュ (Iwaki) 
に 2 ml 播種した。以上の作業はクリーンベンチ内で無菌的に行った。また、培養に
用いたフラスコおよびディッシュには全て 0.1% ゼラチン (Sigma) を予めコーティ
ングした。 
 
2.2.2 内皮細胞への siRNA の導入 
RNA 干渉 (RNAi) により特異的に Nesprin-1 発現を抑制する siRNA をリポフェ
クション法で内皮細胞に導入した。RNAiとは細胞内で 2本鎖 RNA (dsRNA) と相補
的な塩基配列を持つ mRNA が位置特異的に切断される現象であり (Fire et al., 
1998) 、これを利用して特定の塩基配列をもつ 2本鎖 RNAを細胞内に導入すること
により目的のタンパク質の発現を抑制することができる。 
RNAi の原理を Fig. 2.1 に示す。細胞内に導入された dsRNA は ATP の存在下で
Dicerと呼ばれる RNA分解酵素 (RNase) 3ファミリーの一種によって 20塩基対程
度の短い塩基配列をもつ siRNA へ分解される。siRNA は AGO2、FMRP、P100 な
どの複数のタンパク質と、RNaseの一種である RNAヘリカーゼおよびエンドリボヌ
クレアーゼを含むタンパク質複合体に取り込まれ、RNA 誘導性サイレンシング複合
体 (RISC) を形成する。RISCに取り込まれた 2本鎖 siRNAは RNAヘリカーゼによ
り巻き戻されて 1 本鎖になる。RISC は 1 本鎖となった siRNA のうちアンチセンス
鎖の塩基配列をガイドとして、それと相補的な配列を持つ標的 mRNA のセンス鎖を
認識し、エンドリボヌクレアーゼ活性によって位置特異的に mRNA を切断する。そ
の結果標的 mRNA が機能を失い、その mRNA から翻訳されるべきタンパク質の発
現が抑制される (Rhaman et al., 2008) 。 
本研究では上記の RNAi の原理をもとに、siRNA を直接細胞内に導入する方法で
Nesprin-1 の発現を抑制した。過去の報告 (Chancellor et al., 2010) を参考に、
Nesprin-1の塩基配列 (Table 2.1) を標的とする4種類の19塩基対2本鎖配列siRNA
の混合試薬 (siGENOME SMARTpool siRNA Human SYNE1, Dharmacon) を終濃
度 100 nMで用いた。なお、この塩基配列は Nesprin-1をコードする遺伝子 Spectrin 
repeat containing, nuclear envelope 1 (SYNE1) から転写されるmRNAの塩基配列
である。また本研究では、4種類の 19塩基対 2本鎖配列 Control siRNAの混合試薬 
(siGENOME Non-Targeting siRNA Pool #2, Dharmacon) を導入した細胞をコント
ロールとした。siRNAの調整方法は以下の通りである。まず、ペレット状態の siRNA
を滅菌済み超純水に 20 µM の濃度になるように溶解し、ボルテックスを用いて室温




Table 2.1 標的mRNAの塩基配列と対応するアミノ酸配列およびアイソフォーム 
Target mRNA sequence (5’-3’) Amino-acid sequence Related isoforms 
CCAAACGGCUGGUGUGAUU QTAGVI "2, giant 
GAAGAGACGUGGCGAUUGU EETWRL "2, giant 
GCAAAGCCCUGGAUGAUAG KALDD "1, !1, !2 
GAAAUUGUCCCUAUUGAUU EIVPID "2, giant 
 
 
Fig. 2.1 RNAiの原理 
 
以下に内皮細胞への siRNA の導入手順を示す。まず、リポフェクションに使用す
る低血清培地である OPTI-MEM (Invitrogen) を以下のように作製した。950 mlの
超純水に OPTI-MEM粉末を加え室温で穏やかに撹拌して溶解した。2.4 g の炭酸水
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素ナトリウムを加えてさらに攪拌した後、一規定塩酸を用いて pHを 7.4に調整し溶





た 1.5 mlサンプリングチューブ内の siRNA溶液 (20 µM, 10 µl) を 37℃で急速解凍
後、190 µlの OPTI-MEMを加えて軽くピペッティングした。また、別の 1.5 mlサ
ンプリングチューブにリポフェクション試薬である DharmaFect 1 Transfection 
Reagent (Dharmacon) を 2 µl 入れ、OPTI-MEMを 198 µl加えて軽くピペッティン
グした。これらの溶液を室温で 5分間静置してから混合し、さらに室温で 20分間静
置してトランスフェクション培地 (400 µl) を作製した。その後ディッシュの細胞を
OPTI-MEMで 1回洗浄し、ディッシュに OPTI-MEMを新たに 1.6 ml加えた。トラ












(-) で速やかにディッシュを 3回洗浄した。アスピレータでディッシュの PBS (-) を
完全に吸い取り、Triton/NP-40 Lysis Buffer (50 mM Tris-Cl (和光純薬工業), 150 
mM NaCl (和光純薬工業), 1 mM EDTA (和光純薬工業), 1% TritonX-100 (和光純薬
工業), 1% NP-40 (ナカライテスク), Protease Inhibitor Cocktail (Sigma), 100 #M 
PhenilMethyiSulfonyl Fluoride (PMSF, Sigma)) を 50 #l滴下後、氷上で 5分間静置
して細胞を溶解させた。その後、セルスクレーパを用いてディッシュ底面の細胞を掻





機 (CF-15R, 日立製作所) を用いて、4℃、10000 rpmで 10分間の遠心分離を行い、
上澄みを新たなサンプリングチューブに回収してサンプルとした。サンプルのタンパ
ク質濃度を DC protein assay kit (Bio-Rad) および吸光光度計 (Model 680 XR, 
Bio-Rad) を用いて測定した。測定した濃度から、Triton/NP-40 Lysis Bufferを用い
て電気泳動時のゲル (後述) に注入するサンプルのタンパク質量が1ウェル当たり30 
#g になるように、サンプルのタンパク質濃度を統一した。その後、サンプルをサン
プルバッファ  (0.1 M Tris/HCl pH6.8，4% SDS，20% Glycerol (Amersham 
Pharmacia), 0.06% bromophenol blue (Amersham Pharmacia), 12% 




ウェスタンブロッティングの手順を以下に述べる。まず、1.5 mm 厚の 10% ポリ
アクリルアミドゲル  (Running gel 2 枚分：30% N’-methylene-bis-acrylmide 
(Bio-Rad) 10.7 ml, 1.5 M Tris/HCl pH8.8 (Bio-Rad) 8.0 ml, 10% SDS (Bio-Rad) 320 
#l, 10% Ammonium PerSulfate (APS) 107 #l, 蒸 留 水  12.9 ml,  
N,N,N’,N’-TetraMethyl-ethylenediamine (TEMED , Bio-Rad) 16 #l ; Stacking gel 2
枚分：30% N’-methylene-bis-acrylmide 10 ml, 0.5 M Tris/HCl (Bio-Rad) 1.58 ml, 
10% SDS 100 #l, 10% APS 33 #l, 蒸留水 5.78 ml, TEMED 40 #l) を作製した。作製
したゲルを電気泳動装置  (SE 260, Amersham Pharmacia) に設置し、
Tris/glysin/SDS buffer (2.5 mM Tris (和光純薬工業), 19.2 mM Glycine (和光純薬工
業), 0.01% (w/v) SDS) でタンクとゲルを満たした。事前に調整したサンプルをゲル
のウェル内に注入し、50 mA の定電流で約 2 時間電気泳動した。この時、電気泳動
の進行およびメンブレンに転写されるタンパク質のバンド位置を確認するために、分
子量帯の異なる 2 種類の標識済 SDS-PAGE 用マーカー (Pre-Stained Protein 
Standard (10-250 kDa), Bio-Rad, 10 #l; Himark Pre-Stained High Molecular 
Weight Protein Standard (121-500 kDa), Invitrogen, 12 #l) を併せて泳動した。 
電気泳動終了後、ポリアクリルアミドゲル内のタンパク質を Poly Vinylidene 
DiFluoride (PVDF) メンブレン (GE Healthcare) に転写した。まず、PVDFメンブ
レンをメタノール (和光純薬工業) に 5 分間浸して表面を親水化処理した後、
Tris/glysin buffer (2.5 mM Tris, 19.2 mM Glycine, 20% Methanol) に浸し、PVDF
メンブレンが浮かないことを確認してから 5分間震盪した。その後、ブロッティング
バッファを交換してさらに 5分間震盪した。次に、ポリアクリルアミドゲルと PVDF






30 Vの定電圧で約 16時間の転写を行った。 
転写終了後、PVDFメンブレン上のタンパク質を免疫染色法により染色した。まず、
PVDF メンブレンをカセットから取り外してタッパーに入れ、Tris Buffered 
Saline-Tween20 (TBS-T; 2 mM Tris, 50 mM NaCl , 0.1% (w/v) Tween20 
(Amersham Pharmacia), pH 7.4) に浸して 5分間震盪した。TBS-Tを交換してさら




置した。一次抗体として Rabbit polyclonal anti-Nesprin-1 antibody (Abcam, 
ab24742, 1:2000) および Rabbit polyclonal anti-GAPDH antibody (Abcam, 
ab37168, 1:1000) をそれぞれ用いた。ここで、GAPDH は内在性コントロールとし
て Nesprin-1の発現と比較するために染色を行った。その後、TBS-Tで 10分間の洗
浄を 3 回繰り返し、抗体希釈用溶液に希釈した二次抗体を PVDF メンブレンに滴下
し室温で 1 時間反応させた。二次抗体として Anti rabbit IgG AP (Santa Cruz 
Biotechnology, 1:10000) を用いた。その後、Tris Buffered Saline (TBS; 2mM Tris, 
50 mM NaCl) で 10分間の洗浄を 3回繰り返し、AP発色キット (Bio-Rad) を用い
て遮光中でGAPDHとNesprin-1のバンドをアルカリフォスファターゼ発色させた。
GAPDH は約 20 分間、Nesprin-1 は約 16 時間で発色させた。目的のバンドが発色
したことを確認後、4℃に冷却した水道水で PVDFメンブレンを 5回洗浄し、さらに
蒸留水で 1回洗浄した。その後、PVDFメンブレンをキムワイプで挟み水分を取り除




Fig. 2.2 ウェスタンブロッティングの手順 
 




行い、各作業の間で PBS(-) による洗浄を 3回行った。まず、ディッシュから培地を
取り除き、4%パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液 (和光純薬工業) を 1ml加え 20分
間静置し細胞を固定した。次に、PBS (-) で希釈した界面活性剤をディッシュに加え、
細胞膜を透過処理した。SUN 1/2、Lamin A/C を染色する場合は界面活性剤として
0.1% Triton X (和光純薬工業) を用い、溶液をディッシュに 1 ml加え 5分間静置し
た。また Nesprin-1を染色する場合は細胞核膜の透過を抑えるため、界面活性作用が
より低い 0.004% Saponin (和光純薬工業) を用い、ディッシュに 1 ml加え氷上で 10
分間静置した。その後、抗体の非特異的な結合を抑制するため、蒸留水で 4倍希釈し
たブロックエース (雪印) を 1 ml加え室温で 1時間静置した。PBS(-)で希釈した一次
抗体 (Table 2.2) をそれぞれ 200 #l加え室温で 1時間静置した。次に、PBS(-)で 1000
倍に希釈した蛍光標識二次抗体 (Alexa Fluor 488 goat anti rabbit/mouse IgG 
(H+L), Invitrogen) をそれぞれ 200 #l加え室温で 1時間静置した。免疫蛍光染色が
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終了後、細胞内のアクチンフィラメントと細胞核を染色した。200 µlの PBS(-) を加
えたディッシュに Alexa Fluor 546 phalloidin (Invitrogen) をピペットで 5滴加え、
20 分間静置してアクチンフィラメントを染色した。次に、PBS(-)で希釈した DAPI 
(Invitrogen, 1:5000) を 200 µl加え 3分間静置して細胞核 (DNA) を染色した。共焦
点レーザー走査型顕微鏡 (FV1000, Olympus) を用いて細胞の蛍光像を観察した。 
 
Table 2.2 免疫蛍光染色に用いた一次抗体と希釈倍率 
Primary antibody Maker and product number Dilution 
Anti-Nesprin-1 (rabbit polyclonal) Abcam, ab24742 1:500 
Anti-Lamin A/C (mouse monoclonal) Abcam, ab8984 1:500 
Anti-SUN1 (rabbit polyclonal) Sigma, HPA008461 1:100 




(Chancellor et al., 2010) と同様に形態変化が抑制されるかどうかを調べた。ストレ
ッチチャンバ (Strex) の形状と実験装置を Fig. 2.3と Fig. 2.4にそれぞれ示す。スト
レッチチャンバの本体は Polydimethylsiloxane (PDMS) 製であり、中央部の底面に






る。まず、滅菌したストレッチチャンバに PBS(-)で希釈した Fibronectin (10 #g/ml, 
Sigma) を 1 ml加えてインキュベータ内で 24時間静置した。Fibronectinを吸い取
り PBS(-)で 1回洗浄後、φ35プラスチックディッシュに培養した内皮細胞にトリプ
シンを 100 #l滴下して剥離させ、M199増殖培地で 1.0 " 105 cells/mlに希釈してス
トレッチチャンバに播種し、一晩培養した。細胞がコンフルエント状態であることを
位相差顕微鏡で確認後、ストレッチチャンバを伸展装置に取り付けインキュベータ内
で繰り返し伸展刺激を負荷した。実験には野生型の細胞 (Wild type; Wt)、Control 
siRNA を導入したコントロールの細胞 (siCon)、Nesprin-1 siRNA を導入して
Nesprin-1 発現を抑制した細胞 (siNes1) を用いた。また、繰り返し伸展刺激の負荷
条件は過去の報告 (Chancellor et al., 2010) と同様にチャンバ伸展率 10 %、周波数
0.5 Hz、伸展刺激負荷時間 18時間とした。 
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繰り返し伸展刺激負荷後、ストレッチチャンバを伸展装置から取り外し培養液を取
り除いた。2.2.4と同様の手順で細胞の固定と 0.1% Triton Xによる細胞膜透過処理
を行い、アクチンフィラメントと細胞核を蛍光染色した。その後、ストレッチチャン
バの PDMS膜を切り取った。PBS (-) を介して細胞接着面を下にした PDMS膜をス
ライドガラス (松浪ガラス工業) 上に静かにのせ、共焦点レーザー走査型顕微鏡 
(FV1000, Olympus) を用いて蛍光像を取得した。 
 
 
Fig. 2.3 ストレッチチャンバの形状 
 
 
Fig. 2.4 繰り返し伸展装置 
 




の長軸が伸展方向 (0°) に対してなす角度を細胞核の配向角θ(-90°< θ≦ 90°)
とした。以上の解析は画像処理ソフト ImageJ (NIH) を用いて行った。 
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2.3 実験結果 
2.3.1 Nesprin-1 の発現抑制  
ウェスタンブロッティングの結果を Fig. 2.5に示す。野生型とコントロールの細胞
では分子量マーカーの 279 kDaと 500 kDaの間に Nesprin-1のバンドが見られた。





Fig. 2.5 Nesprin-1と GAPDHのバンド 
 






Lamin A/Cと SUN1/2の蛍光像を Fig. 2.7および Fig. 2.8にそれぞれ示す。野生
型とコントロールの細胞だけではなく、Nesprin-1の発現を抑制した細胞においても
Lamin A/Cが細胞核膜近傍に局在する様子が観察された。また、SUN1/2も Lamin 
A/Cと同様にどの条件においても細胞核膜近傍に局在する様子が観察された。 
100倍対物レンズ (UPlanApo, NA=1.35, Olympus) を用いて細胞核周囲のアクチ







Fig. 2.6 内皮細胞の Nesprin-1蛍光像 (赤 : F-actin, 青 : 細胞核, 緑 : Nesprin-1, 
Bar = 30 #m) 
 
 
Fig. 2.7 内皮細胞のLamin A/C蛍光像 (赤 : F-actin, 青 : 細胞核, 緑 : Lamin A/C, 





Fig. 2.8 内皮細胞の SUN1/2蛍光像 (赤 : F-actin, 青 : 細胞核, 緑 : SUN1/2, Bar 




Fig. 2.9 内皮細胞における細胞核周囲のアクチンフィラメント蛍光像 (白・赤 : 
F-actin, 青 : 細胞核, Bar = 10 #m) 
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Fig. 2.10 繰り返し伸展刺激を負荷した内皮細胞のアクチンフィラメント蛍光像 
(赤 : F-actin, 青 : 細胞核, 矢印 : 伸展方向, Bar = 50 µm) 
 
 
Fig. 2.11 繰り返し伸展刺激を負荷した内皮細胞の細胞核の配向角分布 (Wt : n = 
167, siCon : n = 177, siNes1 : n = 149) 
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2.4 考 察 
ウェスタンブロッティングの結果 (Fig. 2.5) から、Nesprin-1を標的とする siRNA
を導入した細胞では Nesprin-1の発現抑制が確認された。また、野生型とコントロー
ルの細胞における Nesprin-1のバンドは 279~500 kDaの間に現れた。Nesprin-1に
は "、!、$、giant と呼ばれる複数のアイソフォームが存在し、本結果のバンド位置
に相当する分子量をもつアイソフォームは Nesprin-1 ! (!1 : 380 kDa, !2 : 368 kDa) 
である。従って、本結果から Nesprin-1 ! の発現抑制が確認されたと考えられる。
Chancellorらは本研究と同様の siRNAを用いた内皮細胞のNesprin-1発現抑制を行
い、ウェスタンブロッティングにおいて 110 kDa 付近に現れるバンド輝度値が減少
したことを報告している (Chancellor et al., 2010)。110 kDaに最も近い分子量をも
つ Nesprin-1 のアイソフォームは Nesprin-1 " (112 kDa) であることから、
Chancellorらが報告している発現抑制は Nesprin-1 "のものであると考えられる。ア
クチンフィラメントとの結合ドメインであるCHドメインを有するNesprin-1のアイ
ソフォームは Nesprin-1 giant (1.01 MDa) のみであり (Mellad et al., 2011)、本研究




告で用いた 4種類の siRNAが標的とするmRNAの塩基配列は、Nesprin-1 "/!に加
えて Nesprin-1 giantのアミノ酸配列に翻訳されるコドンの順列を含んでいる。従っ
て、本研究で用いた siRNA により細胞内の Nesprin-1 giant の発現も抑制されたこ
とが予想される。 
LINC 複合体の蛍光観察の結果、Nesprin-1 の発現を抑制した細胞において
Nesprin-1の細胞核周囲への局在が減少した (Fig. 2.6)。一方、Nesprin以外の LINC
複合体である Lamin A/Cおよび SUN1/2は Nesprin-1の発現を抑制した細胞におい
ても細胞核膜近傍に局在した (Fig. 2.7, Fig. 2.8)。この結果から、Nesprin-1の発現





Lamin A/C KOマウスの線維芽細胞において SUN1/2およびNesprin-2 giantの細胞
核周囲への局在が野生型と比較して変化しないことを報告している (Ostlund et al., 


















































3.2.1 細胞培養および siRNA の導入 





影した。本実験系の模式図を Fig. 3.1に示す。カバーガラス (50 " 70 mm,  松浪ガ
ラス工業) を接着剤で貼付けた 37℃ステージヒーター (Olympus) 上に伸展装置 
(NS-600, Strex) を設置した。細胞を培養した伸展用ストレッチチャンバ (Strex) を
伸展装置に取り付け、ストレッチチャンバに単軸伸展を与えた。この時の細胞の高さ
方向断面像をレーザー走査型共焦点顕微鏡 (FV1000, Olympus) で撮影した。 
細胞の高さ方向の断面像を撮影するために使用する対物レンズ (x60, PLAPON, 
NA 1.42, Olympus) の作動距離 0.15 mmを考慮し、リアルタイム観察用の厚さ約 40 
#m の PDMS 膜を作製しストレッチチャンバに接着して使用した。PDMS 膜の作製
方法は以下の通りである。まず、主剤と硬化剤を重量比 10 : 1 で混合した PDMS 
(SILPOT 184, 東レ・ダウコーニング) をφ90プラスチックディッシュの中央に 0.7 
g 滴下した。ディッシュを脱気用の容器内に設置し、吸気ポンプを用いて最大 0.10 
MPa の陰圧を負荷した。陰圧負荷と大気解放を数回繰り返し行い、PDMS を脱気し
た。その後、フタを取り外したディッシュの底面に厚さ 1 mmのシリコーンシートを




1000 rpm で 4 分間回転させた。その後、ディッシュを 70℃のオーブン (SPN-300, 
SIBATA) 内に入れて約 2 時間加熱し、PDMS を硬化させた。作製した PDMS 膜の
一部をディッシュから慎重に剥がし、PDMS膜とディッシュの間にエタノールを滴下
しながら PDMS 膜を完全に剥がした。厚さの薄い中央部のみを接着剤 (セメダイン
スーパーX, セメダイン) を用いてストレッチチャンバ本体に接着し、水の入ったビ








を吸い取り、Cell Tracker Red CMTPX (細胞質染色, 10 #M, Invitrogen) および
Hoechst 33342 (細胞核染色, 1.6 #M, Invitrogen) を含むOPTI-MEMを 1 ml 加えて
インキュベータ内で 30 分間培養し、細胞質と細胞核をそれぞれ染色した。また、細
胞核の変形に対するアクチンフィラメントの影響を調べるため、アクチン重合阻害剤
である Cytochalasin D (CytoD, Enzo Life Sciences, 2 #M) を染色と同時に 30分間
作用させた細胞も用いた。その後、OPTI-MEMを吸い取り 0.5% (v/v) の FBSと 100 
units/mlの抗生物質を添加したM199 Hanks’ (Invitrogen) 培地に交換した。次に、
ストレッチチャンバを伸展装置に取り付けた。ストレッチチャンバとカバーガラス間




グマ光機) の原点として設定した。FV1000 ソフトウェア上で画像の解像度を 0.1 
#m/pixelに設定し、1.0 " 105 pixel/sの走査速度で高さ方向の断面像を5回撮影した。
5枚の画像を Kalman filterにより加算平均処理し、ノイズを低減した画像を取得し
た。画像の取得に要した時間は約 10 秒間であった。次に、ストレッチチャンバを伸
展率 (= (変形後のチャンバの長さ ! 変形前のチャンバの長さ) / 変形前のチャンバ





Fig. 3.1 単軸伸展内皮細胞の断面像の撮影実験系 
 
 


















フト ImageJ (NIH) のマクロ機能を用いて以上の画像処理および計算を行った。 
 
 












3.3.1 内皮細胞の断面像  
内皮細胞の各条件における断面像の一例を Fig. 3.4に示す。伸展に伴いすべての条
件で細胞質が伸展方向に変形する様子が観察された。また、野生型 (Wt)、コントロ
ール (siCon)、Nesprin-1 発現抑制の細胞 (siNes1) では伸展に伴う細胞核の変形が












Fig. 3.4 単軸伸展負荷時の内皮細胞の高さ方向断面像 (赤：細胞質, 青：細胞核, 矢
印 : 伸展方向, Bar = 10 #m) 
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Fig. 3.5 単軸伸展負荷時の細胞核の水平方向の変形 (Bar = 10 #m) 
 
3.3.2 初期状態の細胞核の形状  
断面像を取得した細胞について初期状態の細胞核の形状を調べた (Fig. 3.6)。細胞
核の水平方向長さを Fig. 3.6 A に示す。Nesprin-1 の発現を抑制した細胞と
Cytochalasin D で処理した細胞では、野生型の細胞と比較して水平方向長さが減少
した (p < 0.05, Welch’s t-test (以下同))。また、Cytochalasin Dで処理した細胞では
Nesprin-1 発現を抑制した細胞よりも細胞核の水平方向長さの減少が大きかった。コ
ントロールの細胞と野生型の細胞の水平方向長さに有意差は見られなかった。 
細胞核の高さを Fig. 3.6 Bに示す。Cytochalasin Dで処理した細胞では野生型の細
胞よりも高さが増加したが (p < 0.05)、コントロールの細胞と Nesprin-1 発現を抑制
した細胞では野生型と比較して高さの変化に有意差はなかった。 
細胞核の高さと水平方向長さの比を Fig. 3.6 Cに示す。この値が 1に近いほど細胞
核の断面像が円形に近いことを表す。Nesprin-1 の発現を抑制した細胞と
Cytochalasin D で処理した細胞では野生型の細胞と比較して高さと水平方向長さの




3.3.3 細胞核のひずみ  
単軸伸展負荷による細胞核のひずみをFig. 3.7に示す。水平方向のひずみに関して、
野生型に比べ Nesprin-1 発現を抑制した細胞では増加し、Cytochalasin Dで処理し









Fig. 3.6 初期状態における細胞核の形状 (A : 水平方向長さ, B : 高さ, C : 高さ/水




Fig. 3.7 単軸伸展負荷による細胞核のひずみ (A：水平方向ひずみ, B：垂直方向ひ
ずみ) 
 
3.4 考 察 
本研究ではアクチンフィラメントを介した細胞核への力学伝達を調べるために、細
胞の高さ方向の断面像を取得する実験系 (Fig. 3.1) を構築した。本実験系は断面像の
取得にかかる時間がおよそ 10 秒間であった。また、システムの自動化は行っていな
いが、撮影全体にかかる時間を 1 分以内に収めることが可能であった (Fig. 3.2)。
Chaille らは本研究と同様に細胞伸展時の断面像から細胞核の変形を調べる実験を行

















み) となる傾向があったが、ばらつきが大きく条件間で変化は比較できなかった (Fig. 
3.7 B)。この原因として共焦点顕微鏡の原理的な問題が上げられる。一般に共焦点顕
微鏡は光軸と垂直 (xy) 方向の分解能は蛍光顕微鏡よりも小さく、明瞭な断面像を取
得することができる。一方、光軸 (z) 方向の分解能は xy方向の分解能よりも大きく
なることが知られている。顕微鏡の分解能はレーリー限界と呼ばれる近似式で表すこ
とができるが、共焦点顕微鏡の場合はレーリー限界と異なる近似式で分解能を表せる
ことが報告されている (Webb, 1996)。共焦点顕微鏡の xy方向の分解能と z方向の分







ズの開口数を表す。媒質の屈折率 nを水 (20℃) の屈折率である 1.33とし、細胞核断
面像の撮影に使用した励起波長 458 (nm) および対物レンズの開口数 1.42 と合わせ
て式 4.1と式 4.2に代入すると !xy ≒ 142 (nm)、!z ≒ 453 (nm) となり、z方向の分




式 4.3に屈折率と開口数の数値を代入すると !z/!xy ≒ 3.2となる。従って、本実験系
での光軸方向の分解能はそれと垂直な方向の分解能よりも約 3.2倍大きく、高開口数
対物レンズ (NA > 1.40) を使用してもこの問題は解決できなかったことが分かる。こ
のように z方向の分解能が大きくなるのはレンズの球面収差によるものであり、断面
の点像分布関数 (PSF) は z 方向に伸びて輝度が中心から緩やかに減少する。その結
果細胞核の上下では輪郭が不明確となり (Fig. 3.8) 、二値化閾値で適切な形状変化が
解析できなかったと考えられる。 
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(Fig. 3.6 A)、この張力が減少したためであると考えられる。Cytochalasin D で処理
した細胞では、モデルに示したアクチンフィラメントおよびアクチン皮層の構造が全
て破壊されたと考えられる。そのため、細胞核形状の計測結果において細胞核が水平





















Lombaldiらの研究がある (Lombaldi et al., 2011)。同報では Nesprinの KASHドメ

















Fig. 3.8 疑似カラーで表示した細胞核の断面像の輝度分布 (Bar = 5 #m) 
 
 
Fig. 3.9 アクチンフィラメント構造から細胞核に作用する力と細胞核の変形モデル 
 
 
Fig. 3.10 基質伸展とマイクロニードル法における細胞核に作用する力の違い 






































第 4章 細胞核に結合するアクチンフィラメン  
トのフォースカーブ測定  
 










4.2 実験方法  
4.2.1 細胞培養  
第 2章と同様のヒト臍帯静脈内皮細胞を用い、培養を同様に行った。 
 
4.2.2 細胞核の単離  
内皮細胞から細胞核を単離する方法を以下に述べる。なお、4℃に冷却した溶液を
全ての実験には用いた。また、単離細胞核を蛍光顕微鏡観察する場合、培地で希釈し




2.5 mM) を用いた。TEAでディッシュの細胞を 2回洗浄後、新たに TEAを 2 ml加
え 5分間静置した。その後、ディッシュ内で溶液をピペッティングすることにより細
胞核を単離した。細胞核の懸濁液を 2ml マイクロチューブに入れ、4℃、1000 rpm
に設定した遠心機で 5分間遠心分離した。上澄みを静かに吸い取り捨て、新たにワー




ッファをディッシュに 1 ml加えて実験に用いた。 
 42 
4.2.3 単離細胞核の蛍光顕微鏡観察  
単離した細胞核の状態を確認するため、単離細胞核の Nesprin-1とアクチンフィラ
メントを蛍光染色した。なお、Hoechst 33342で予め蛍光染色後に単離した細胞核に




4.2.4 カンチレバーの Phalloidin 修飾  
AFMに取り付けるプローブとして、Fig 4.1に示す形状を有するチップ付きのカン
チレバー (OMCL-TR800-PSA-1, バネ定数仕様値 0.15 N/m, Olympus) を用いた。
本カンチレバーの先端にはピラミダル形状のチップ (高さ 2.9 µm, 先端曲率半径 15 
nm) が存在する。このチップの先端を単離細胞核表面のアクチンフィラメントに結
合させるため、過去の報告 (Yuan et al., 2000) を参考に、アクチンフィラメントと
特異的に結合する Phalloidinでチップ表面を修飾した (Fig. 4.2)。チップの修飾方法
を以下に述べる。カンチレバーは窒化シリコン (SiN) 製でぬれ性が低いため、まず
紫外線 (UV) クリーナー (UV253, Filgen) を用いてカンチレバー表面を親水化処理
した。カンチレバーをガラス製のディッシュに入れ、UVランプから約 3 cmの距離
に設置し 253 nm波長の UVを 30分間照射した。UV照射が終了後、速やかにカン
チレバーを未処理のプラスチックディッシュに入れ、炭酸水素ナトリウム水溶液 
(100 mM NaHCO3 (和光純薬工業), pH 8.6) で希釈した Biotin-BSA (0.5 mg/ml, 
Pierce) を 500 µl滴下した。水を含んだキムワイプとともに上記のディッシュをタッ
パーに入れフタを密閉し、温度を 37℃に保った水中に沈め一晩静置した。この処理
により、カンチレバー表面に Biotin標識された BSAを結合させた。ディッシュを回
収しカンチレバーをPBS(-)で 3回洗浄後、PBS(-)で希釈したStreptavidin (0.5 mg/ml, 
Pierce) を 40 µl滴下し 10分間静置した。この処理により、Biotinと強い親和性をも
つ Streptavidin をカンチレバー表面に結合させた。さらにカンチレバーを PBS(-)で
3回洗浄後、PBS(-)で希釈した Biotin-Phalloidin (0.5 mg/ml, Sigma) を 20 µl滴下し
10 分間静置した。この処理により、カンチレバー表面を Phalloidin で修飾した。カ
ンチレバーを PBS(-)で 3回洗浄後、ガラスブロックを介してカンチレバーを AFMに
取り付けた。また、アクチンフィラメントに対する Phalloidin修飾カンチレバーの特





Fig. 4.1 カンチレバーの形状 (単位 : µm) 
 
 
Fig. 4.2 カンチレバーチップの修飾手順 
 
4.2.5 フォースカーブの測定  
カンチレバーを取り付けた AFM (NanoWizardⅡ, JPK Instruments) を用いて、
細胞核表面に結合するアクチンフィラメント引張り時のフォースカーブを測定した。
AFM は走査型プローブ顕微鏡 (SPM) の一種であり、プローブで観察対象の表面を






得られる (Fig. 4.4)。本研究では、カンチレバーの上下方向への移動速度を一定 (0.5 
µm/sec) とし、室温 (23±2℃) にて実験を行った。また、実験後にカンチレバーのば
ね定数を較正した。カンチレバーのたわみの熱変動を測定し、ばね定数を較正する方




Fig. 4.3 AFMの構成 
 
 
Fig. 4.4 フォースカーブの模式図 (Si 表面での例, 引張り時のフォースカーブはチ
ップ－サンプル間の Van der Waals力によるもの, Janshoff et al., 2000より改変) 
 
4.2.6 高分子鎖モデルのフォースカーブへのフィッティング  
高分子鎖モデルである Worm-like Chain (WLC) モデルおよびその拡張型である
Extended Worm-like Chain (EX-WLC) モデル (Fig. 4.5) を、細胞核表面に結合す
るアクチンフィラメント引張り時のフォースカーブにフィッティングした。 
WLCモデルとは、等方性を仮定した柔軟性を有する高分子鎖モデルであり、DNA 




  (式 4.1) 
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式 4.1 において、 は張力、 はボルツマン定数、 は絶対温度、 は端点間距離、










慮したモデルである EX-WLC モデルが考案されている (Wang et al., 1997)。
EX-WLCモデルの張力 と端点間距離 の関係は式 4.2で表される。 
 
 (式 4.2) 
 
式 4.2において は Stretch modulusと呼ばれる。このパラメータは EX-WLCモデ
ルが輪郭長以上の長さにあるとき、さらに輪郭長 だけ引張るのに要する力を表す。
すなわち、EX-WLCモデルのエネルギー弾性によるばね定数を とおくと、
という関係が成り立つ (Janshoff et al., 2000)。 
以上のモデルのカーブフィッティングには JPK Data Processing (JPK 
Instruments) を用い、非線形最小二乗法 (Levenberg-Marquardt法) で近似した。 
 
 
Fig. 4.5 WLCモデルと EX-WLCモデル 
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4.3 実験結果  
4.3.1 単離細胞核の観察像  
細胞の Calcein-AM染色により、細胞質および細胞核が染色された (Fig. 4.6 A)。
Calcein染色細胞から単離した細胞核の観察像を、Fig. 4.6 Bに示す。単離細胞核の
DNA の蛍光像は微分干渉コントラスト (DIC) 像と一致した。また、単離細胞核の
Calcein蛍光は細胞核 (DNA蛍光像の領域) 内のみに見られた。 




Fig. 4.6 Calcein-AMで染色した内皮細胞の蛍光像 (A) と単離細胞核の微分干渉コ
ントラスト (DIC) 像および蛍光像 (B) (灰色 : DIC, 青 : DNA, 緑 : Calcein, Bar = 
30 µm (A), Bar = 10 µm (B)) 
 
 
Fig. 4.7 単離細胞核の Nesprin-1 蛍光像およびアクチンフィラメント蛍光像 (灰
色 : DIC, 青 : DNA, 緑 : Nesprin-1, 赤 : F-actin, Bar = 10 µm) 
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フォースカーブから求めた引張り時の最大張力の大きさを Fig. 4.9 に示す。BSA
修飾カンチレバー (BSA) での最大張力の大きさと比較して、Phalloidin修飾カンチ
レバー (Phalloidin) での最大張力の大きさは増加し (p < 0.05, Welch’s t-test)、平均
値は 534 pNであった。 
Phalloidin修飾カンチレバーで得られたフォースカーブについて、高分子鎖モデル
を引張曲線にフィッティングした結果の一例を Fig. 4.10に示す。フォースカーブの
線形な部分 (Distance > 2 µm, 以下線形域と呼ぶ) を除き、WLCモデルをフォース
カーブにフィッティングした結果、WLCモデルをフォースカーブに近似できた (Fig. 
4.10 A)。また、Fig. 4.10 Aの線形域においてWLCモデルとフォースカーブを比較
すると、WLC モデルの方が立ち上がりは大きかった。線形域を含む範囲で WLC モ





Fig. 4.8 BSA修飾カンチレバーで取得したフォースカーブ (A) と Phalloidin修飾









ーブフィッティング (黒 : フォースカーブ, 緑 : WLCモデル, 赤 : EX-WLCモデル, 
A : 線形域を除いた範囲でのWLCモデル (  = 8.31 µm,  = 4.96 nm) , B : 線形域
を含む範囲でのWLCモデル (  = 9.47 µm,  = 249 pm) および EX-WLCモデル 
(  = 8.08 µm,  = 10.2 nm,  = 7.15 nN),  = 296 K) 
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4.4 考 察  
内皮細胞の蛍光顕微鏡観察において、Calcein蛍光は細胞全体に見られた (Fig. 4.6 
A)。また、単離細胞核では DIC像と DNA蛍光像が一致し、Calcein蛍光は細胞核内







BSA 修飾カンチレバーと Phalloidin 修飾カンチレバーを用いて単離細胞核表面の
フォースカーブをそれぞれ測定し (Fig. 4.8)、最大張力を比較した。その結果、
Phalloidin 修飾カンチレバーの方がフォースカーブにおける最大張力が大きくなっ
た (Fig. 4.9)。また Phalloidin修飾カンチレバーで測定したフォースカーブでは、引
張曲線の初期領域が非線形であった (Fig. 4.8 B)。本研究で得られた非線形なフォー
スカーブは、一般に高分子を引張った際のフォースカーブであることが知られている 





はWLCモデルに近似できた (Fig. 4.10 A)。一方線形域を含む場合、フォースカーブ
はWLCモデルに近似できなかったが、EX-WLCモデルに近似できた (Fig. 4.10 B)。
これらのことから、引張り曲線において初期にエントロピー弾性が生じ、張力の増加
に伴いエントロピー弾性に対してエネルギー弾性が支配的になったと考えられる。フ
ィッティングした EX-WLCモデルより、輪郭長、持続長、Stretch modulus はそれ
ぞれ 8.08 µm、10.2 nm、7.15 nNとなった。また、輪郭長と Stretch modulusから
線形域のばね定数は 7.15×10-9/ 8.08×10-6 = 8.85×10-4 N/mであった。一方、Liu
らはアクチンフィラメント 1 本のフォースカーブを独自に開発した実験系で測定し、
持続長と線形域のばね定数をそれぞれ 8.75 µm、3.45×10-2 N/mと報告している (Liu 















































第 2 章では、内皮細胞における Nesprin-1 の発現抑制系を確立した。siRNA を用
いた RNAiによる Nesprin-1の発現抑制を行い、ウェスタンブロッティングで発現抑
制を確認した。Nesprin-1発現抑制細胞についてLINC複合体の局在を観察した結果、






































































輝度ヒストグラムを 2つのクラスに分割し、未満で輝度が 0となり 以上で輝度が 1
となるように二値化するとき、本手法では分離度とよばれるパラメータが最大になる
ように閾値を決定する (Otsu, 1979; Fig. A1)。以下で 8 bitクレースケール画像を対
象とし、閾値の決定方法を説明する。 
二値化閾値 で輝度ヒストグラムを 2 つのクラスに分割したとき、背景領域クラス 
(クラス 1) は輝度値 、画素数 、平均輝度値 、分散 をもち、対象領域ク
ラス (クラス 2) は輝度値 、画素数 、平均輝度値 、分散 をもつとする。
また輝度値 をもつ画素数を と表す。これより、クラス 1 の分散 とクラス 2
の分散 はそれぞれ以下の式で表せる。 
 
   (式 A1.1) 
 
   (式 A1.2) 
 
画像全体の平均輝度値 と および を用いて、クラス内分散 とクラス間分散
はそれぞれ以下の式で表せる。 
 
 (式 A1.3) 
 
    







化像の良好さを表すパラメータとして、 と の比  (分離度) を導入する。 
 
  (式 A1.5) 
 
ここで式 A1.5において、クラス内分散 とクラス間分散 の和は全分散 に等し
いことを用いた。また全分散 は閾値によらず一定である。すなわち 
 
   (式 A1.6) 
 
分離度 を最大にする最適閾値 を与えるとき、クラス同士が最も分離さ
れた二値化像が得られる。式 A1.5および式 A1.6から、 を最大にすることは を
最大にすることと同値である。従って、 の満たす条件は以下のようになる。 
 
   (式 A1.7) 
 
実際の計算アルゴリズムでは、網羅的に二値化閾値 を与え、各 に対し
式 A1.4からクラス間分散 を算出し、式 A1.7に基づき最適閾値 を決定する。 
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